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ゴルジ装置内における Src 型チロシンキナーゼ Lyn の局在解析 
  ゲノム創薬学講座（分子細胞生物学研究室） 岡本 彩 
【背景・目的】 
 Src 型チロシンキナーゼ(SFK)は N 末端に付加された脂質を介して細胞膜に係留してお
り、細胞膜直下で受容体シグナルを伝達し細胞の分化や増殖など様々な現象に関わってい
る。SFK は c-Src, Lyn, c-Yes, Fyn, Lck, Blk, Hck, Fgr の 8 つのメンバーで構成され、細胞種に
よって発現特異性や発現量のバランスが異なっている。それぞれに特異な機能があると考
えられ、局在と細胞内輸送様式にも違い
が見られる。私の所属研究室では、細胞
質で合成された後に受ける N 末端側の脂
質修飾によって SFK の輸送経路が決定
されることを見出してきた（図 1）。すな
わち、細胞質タンパク質である SFK の
細胞質での生合成の過程で、アミノ酸配
列上、c-Src は N 末端 SH4 領域内の１ヶ
所のグリシン残基にミリスチン酸付加を
受けた後、細胞膜とリソソーム・後期エ
ンドソームの間を行き来するようにな
る。また、Fyn は１ヶ所のミリスチン酸
付加のみならず２ヶ所のシステイン残基
にパルミチン酸付加を受け、細胞質から細胞膜へ主に直接輸送されている。また、１ヶ所
のミリスチン酸付加と１ヶ所のパルミチン酸付加を受ける Lyn や c-Yes は、細胞質からゴ
ルジ体を経由して細胞膜へ輸送される。さらに、Lyn がゴルジ体に局在するためには脂質
修飾のほかに、キナーゼドメインが必要であること、ゴルジ体内では caveolin が集積する
場所に集まること、ゴルジ体からの排出には acyl-CoA synthetase long-chain family member 3 
(ACSL3) が必要であることも示してきた (図 1)。 
 タンパク質の細胞内輸送は非常に多くの分子が関わる複雑な機構であり、大部分はいま
だ解明されていない。一般的に、分泌型タンパク質は小胞体で合成された後、シス側から
トランス側へゴルジ体内を通り、輸送小胞に分別され細胞膜へと運ばれることが知られて
いる。しかしながら、ゴルジ体は cis-, medial-, trans-Golgi と呼ばれる性質の異なる槽が連
なっており、ゴルジ体の中をタンパク質がどのように移動するかについて議論の続いてい
るところである。そこで、本研究では、細胞質内シグナル伝達分子である Lyn の機能解析
の一助とするため、Lyn と分泌型タンパク質 caveolin のゴルジ体内における局在解析につ
いて比較検討を行った。 
 
【方法・結果】 
１．Lyn とゴルジ体マーカータンパク質の局在の比較 
 ゴルジ体を観察しやすい COS-1 細胞に Lyn を発現させ、細胞を固定した後、いくつかの
ゴルジマーカーと Lyn を抗体で共染色し、共焦点レーザー顕微鏡を用いて局在を観察し
た。共局在の度合いを比較するために、顕微鏡画像から Pearson’s R values を算出した。 
まず、cis-Golgi のマーカータンパク質であり、どちらもゴルジ体の構造保持に関与する
図 1. SFK の生合成後の輸送経
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と考えられている GM130 や giantin と Lyn との局在を比較した。GM130 と Lyn は局在が一
致せず R 値も低かったが、giantin と Lyn は共局在を示した。Lyn は cis-Golgi のなかで
GM130 よりも giantin が局在する膜に存在することが示された。次に、trans-Golgi 局在を示
す cation-independent mannose-6-phosphate receptor (CI-MPR)や trans-Golgi network protein 46 
(TGN46)と Lyn との局在を観察した。リソソーム酵素の輸送に関与する CI-MPR は Lyn と
局在が一致しなかったが、一方、小胞輸送に関与すると考えられ細胞膜とゴルジ体を行き
来している TGN46 は Lyn とよく共局在を示した。このことから trans-Golgi において Lyn
が CI-MPR よりも TGN46 を含む膜に局在することが示唆された。 
 Lyn の局在する場所を詳しく決めるため、Lyn とゴルジ体で共局在を示す caveolin を指標
とし、giantin、TGN46 の局在を比較した。caveolin は小胞体で生合成された後、ゴルジ体
を経由し分泌経路を通って細胞膜へ輸送され、caveolae と呼ばれる膜ドメインを構成する
タンパク質である。caveolin と giantin は共局在を示すにも関わらず、caveolin と TGN46 の
染色像は一致しなかったことから、caveolin と giantin の局在する膜と TGN46 の局在する膜
は異なることが分かった。以上から、Lyn はゴルジ体のなかで一様に存在するのではな
く、caveolin や giantin の局在する cis-Golgi と TGN46 の局在する trans-Golgi の両者に分布
していることが明らかとなった。 
 
２．Lyn とゴルジ体局在タンパク質の brefeldin A (BFA) 抵抗性の違い 
 次に、Lyn の BFA 抵抗性を各ゴルジマーカーと比較した。BFA は小胞体からゴルジ体へ
の小胞輸送を阻害するため、ゴルジ体から小胞体への逆行輸送のみが働き、BFA 処理を行
ったうえでゴルジマーカーを染色すると局在が飛散したり小胞体に吸収されたように観察
される。60 分間 BFA を処理すると Lyn の局在は飛散しほとんど核近傍には見えなくなる
が、処理時間を調節し 5 分間の BFA 処理を行うと一部の Lyn は核近傍に残存する。これを
各ゴルジマーカーと比較したところ、caveolin や giantin はすでに局在が飛散してしまって
いたが、TGN46 は Lyn と近い場所に観察できた。TGN46 は trans-Golgi 槽というよりは
trans-Golgi network に局在すること、trans-Golgi network は網目構造であり BFA 抵抗性が比
較的高いことから、Lyn はゴルジ槽以外に trans-Golgi network にも局在していると考えられ
る。 
 
３．Lyn のゴルジ体内における局在の経時変化 
 trans-Golgi network はタンパク質を小胞に分別する、細胞膜への輸送の出発地である。ゴ
ルジ体から Lyn が出るところを観察するため、Lyn を発現させた細胞を 2 時間 19℃の低温
下で培養しゴルジ体から細胞膜への小胞輸送を抑制した後、タンパク質の合成阻害薬であ
る cycloheximide の存在下で 37℃に戻すことで、19℃処理でゴルジ体に貯留させたタンパ
ク質の動きを観察できるようにした。37℃に戻してから時間が経つにつれ Lyn のゴルジ体
での局在は減少した。37℃に戻して 0 分、15 分、30 分、60 分培養した後で細胞を固定し
局在を比較したが、Lyn の局在が giantin もしくは TGN46 に大きく偏る時点はなかった。
60 分後には Lyn は giantin とも TGN46 とも離れてまったく異なる染色像を示し、giantin や
TGN46 の染色像の内側に局在している様子が観察できた。使用した COS-1 細胞において、
ゴルジマーカーの形成するゴルジリングの内側にはリサイクリングエンドソームが存在す
るという報告がある。私の所属研究室の以前の研究で、Lyn と Rab11 低分子量 GTPase の不
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活性型を過剰発現させたところ、Lyn の細胞膜への輸送が阻害されたことを報告した。
Rab11 がリサイクリングエンドソームでタンパク質の輸送に関与している物質であること
から、Lyn がゴルジ体から細胞膜へ輸送される間にリサイクリングエンドソームを経由す
る可能性が考えられた。 
 更に、分泌経路を通るタンパク質と Lyn の輸送経路を比較するため、タンニン酸処理を
行い輸送小胞を可視化した。caveolin と p75 ニューロトロフィン受容体はそれぞれゴルジ
体で giantin、TGN46 と共局在を示すが、Lyn はどちらとも異なる小胞に含有されていた。
このことから、Lyn、caveolin、p75 の三者のゴルジ体での局在が似通っているにも関わら
ず、異なる輸送経路に乗ることが示唆された。 
 
【考察】 
 今回の研究で、Lyn がゴルジ体に
おいて均一な分布を示すのではな
く、caveolin, giantin-positive cis-Golgi
と TGN46-positive trans-Golgi network
の両方に局在することがわかった。
Lyn の細胞内輸送についてまとめた
結果を示す(図 2)。Lyn は細胞質で合
成された後、ゴルジ体の caveolin, 
giantin-positive cis-Golgi と TGN46-
positive trans-Golgi network を経由し
細胞膜へ輸送される。また、ゴルジ
体を出た後にリサイクリングエンド
ソームを経由する可能性があること
示唆された。リサイクリングエンド
ソームは細胞膜から取り込まれた分
子を一旦貯留し、細胞膜へ戻すため
に働くオルガネラであるが、近年はエキソサイトーシスでタンパク質がゴルジ体から細胞
膜へ輸送される間に経由することが報告され、極性細胞で研究が進んでいるところであ
る。加えて、Lyn が caveolin や p75 とは異なる輸送小胞に乗ることから、これらとは異な
る輸送経路を辿る可能性がある。細胞膜上において Lyn と caveolin の局在が異なることか
らも、目的地の違う輸送小胞が別の輸送経路を使用することは十分に考えられる。 
 タンパク質が正常に機能するためには正しい場所へ輸送されることが必要である。Lyn
は細胞膜で多くのシグナル伝達に関与している。また、私の所属研究室では、ゴルジ体に
おいて Lyn が酸化ストレス下で annexin II の局在をゴルジ体から小胞体へ逆輸送させる経
路に役割を担うことを示してきた。ゴルジ体上にもシグナル伝達を担う場所があることは
報告されており、Lyn がほかにもゴルジ体で何らかのシグナル伝達に関与する可能性があ
る。ゴルジ体での Lyn の局在を詳しく解析することで Lyn の新たな機能解析に繋がるかも
しれない。 
タンパク質の細胞内輸送経路は非常に複雑であり、解明されていることはごく一部であ
る。エキソサイトーシスはエンドサイトーシスに比較して解明されていない部分が多く残
図２．Lyn のゴルジ体内の輸送
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っている。また、細胞内輸送の解析対象には小胞体で合成される膜貫通型分泌タンパク質
が主に使用されており、Lyn のように細胞質で合成され膜貫通構造を持たないタンパク質
の輸送経路の解析はほとんど進んでいない。ゴルジ体は細胞種によって形が大きく違う
が、核近傍に位置して入り組んだ構造を持ち、ゴルジ体内のタンパク質の移動は観察が難
しい。今後、ゴルジ体内でのタンパク質輸送に関して、Lyn の輸送経路と分泌タンパク質
の輸送経路との詳細な比較解析が待たれる。 
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1. 背景・目的 
 
 Src 型チロシンキナーゼ (SFK) は非受容体型のチロシンキナーゼである。
上流の受容体にリガンドが結合すると活性化され、下流の基質タンパク質の
チロシン残基をリン酸化することでシグナルを伝達し、細胞の分化や増殖な
ど様々な現象に関与している (1, 2)。SFK には、c-Src、Lyn、c-Yes、Fyn、Lck、
Fgr、Blk、Hck の 8 種類のメンバーがあり (1, 2)、細胞種によって発現特異性
や発現量の違いが見られる。メンバーは互いに機能を補い合うと推察される
と同時に、それぞれが特異の機能を持つと考えられている。 
 
 SFK は N 末端側の脂質修飾を介して細胞膜直下に係留しているが (3)、細
胞内局在と輸送経路にはメンバー間で違いが見られ、これがN 末端側の脂質
修飾に起因することを当研究室は報告してきた (4-9)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 図 1. SFK の生合成後の輸送経路 
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1 か所のミリスチン酸付加のみを受ける c-Src は、細胞膜とリソソーム・後
期エンドソームの間を素早く行き来している。1 か所のミリスチン酸付加に
加え 1 か所のパルミチン酸付加を受ける Lyn や c-Yes は、細胞質で合成され
た後ゴルジ体を経由し、分泌経路を通り細胞膜へ輸送される。更に、Fyn は
1 か所のミリスチン酸付加と 2 か所のパルミチン酸付加を受け、細胞質で合
成された後は主に直接細胞膜へと移動している (図 1)。 
 
ミリスチン酸付加とパルミチン酸付加はタンパク質の疎水性を上げ、膜に
係留させるアンカーとして働く。ミリスチン酸付加はタンパク質の生合成と
同時に N 末端側のグリシン残基に起きる不可逆的な反応だが、パルミチン酸
付加は翻訳後修飾であり、分子内のシステイン残基に起こる可逆的な反応で
ある (図 2)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2. SFK のN 末端側脂質修飾 
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SFK は、図 2 に示したアミノ酸配列に対し、細胞質で合成されると同時に
ミリスチン酸付加を受け、メンバーによってはパルミチン酸が付加されてお
り、この脂質修飾の違いが局在と細胞内輸送様式の決定に大きな役割を担っ
ている。 
 
 タンパク質の細胞内輸送は非常に多くの分子が関わる複雑な機構で、大部
分が解明されておらず現在も研究が進められている。一般的に、分泌型タン
パク質は小胞体で生合成された後、シス側からトランス側へとゴルジ体内を
通過し、輸送小胞に分別され細胞膜へ運ばれることが知られている (図 3) が、 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3. 分泌型タンパク質の生合成と輸送経路 
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Lyn のような細胞質タンパク質の輸送経路は分泌型タンパク質と比較して不
明点が多い。また、ゴルジ体は cis-、medial-、trans-Golgi と呼ばれる性質の異
なる槽と、網目構造の cis-Golgi network、trans-Golgi network が連なって構成
されており、どのようにタンパク質が移動するかについて議論の続いている
ところである (10, 11)。タンパク質の細胞内局在はその機能と密接に関係し
ており、当研究室では、ゴルジ体の Lyn が酸化ストレス下におけるシグナル
伝達に関与することを見出してきた (5)。本研究では、Lyn の更なる機能解析
の一助とするため、ゴルジ体内における Lyn の局在解析を行った。 
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2. 方法・材料 
 
2.1 細胞、プラスミド及び遺伝子導入 
アフリカミドリザル腎由来の COS-1 細胞を使用した。遺伝子導入効率
と正常な細胞の形を維持できるよう、細胞の密度は 35mm ディッシュ 1 枚
あたり 6.0×104個とした。後に顕微鏡観察を行うためディッシュにエタノ
ールと燃焼で滅菌し無菌的にカバーガラスを置き、その上に COS-1 細胞
を播種し、5%ウシ血清を含む Iscove’s modified Dulbecco’s mediumで培養
しカバーガラスに細胞を接着させた。遺伝子導入は細胞の播種から 24 時
間後に行った。 
プラスミドは、pcDNA4/TO vector (Invitrogen, Waltham, Massachusetts, U.S. 
A) (4) にワイルドタイプのヒト Lyn の配列 (Dr. T. Yamamoto から供与) を
組み込んだ pcDNA4/TO-Lyn (12)、green fluorescent protein (GFP) タグをつ
けた nuerotrophin receptor p75 (p75-GFP) (Dr. E. Rodriguez-Boulan から供与) 
(13) を用いた。 
遺伝子導入試薬として polyethylenimine (PEI) を用い、PEI とプラスミド
の複合体を細胞に取り込ませた (14)。遺伝子導入からの細胞の培養時間は
6～8 時間とした。培養時間が長いと Lyn の発現量が増加し、免疫染色し
たときに共焦点レーザー顕微鏡下で蛍光強度が強くなりすぎ、ゴルジ体で
の細かい局在解析が難しくなる。また、遺伝子導入から 24 時間で Lyn が
ゴルジ体よりも細胞膜に局在を示す細胞の割合が非常に高くなること (6) 
から、培養時間を決定した。 
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 COS-1 細胞は遺伝子導入効率が良く、細胞が平坦で、ゴルジ体が比較的
大きく観察しやすいが、内在性の Lyn は発現量が少なく顕微鏡下で検出す
ることが難しい。ヒト子宮頸がん細胞由来の HeLa 細胞では内在性の Lyn
を共焦点レーザー顕微鏡下で検出することはできるが、ゴルジ体での局在
を詳細に調べられるほどには発現量が多くなく (4)、細胞の形状は細く、
詳しくゴルジ体を観察するのは難しい。また、ヒト単球性白血病細胞
THP-1 細胞は Lyn の発現量が多く、内在性の Lyn がゴルジ体に局在する様
子を顕微鏡下で観察できるが (6)、細胞の大きさに比して核が大きく細胞
質が狭いため、ゴルジ体を細かに観察するには不向きである。イヌ腎由来
の MDCKⅡ細胞は極性細胞でありタンパク質の輸送解析によく使用され
るが、タイトジャンクションを持つため遺伝子導入効率が低く、細胞に高
さがありゴルジ体を細かく観察するのが困難である。以上の理由から、
COS-1 細胞に Lyn を過剰発現させてゴルジ体での局在を観察する方法を選
択した。 
 
2.2 抗体 
使用した抗体は次のとおりである：Lyn (H-6; Santa Cruz Biotechnology, 
Dallas, Texas, U. S. A, and Y497; Abcam, Cambridge, U. K.)、caveolin (BD 
Biosciences, San Jose, California, U. S. A.)、giantin (G1/133, ALEXIS, New 
York, U. S. A.)、TGN46 (Serotec, Hercules, California, U.S. A.)、GM130 (#35, 
BD Biosciences)、CI-MPR (Thermo Scientific Pierce, Waltham, Massachusetts, 
U.S. A.)、β-1,4-galactosyltransferase (15) (Dr. M. N. Fukuda から供与)。 
Tetramethylrhodamine-isothiocyanate (TRITC)、Alexa Fluor 488、Alexa Fluor 
546、Alexa Fluor 647 のいずれかで標識された二次抗体 (Sigma, St. Louis, 
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Missouri, U.S.A., and Invitrogen)。各抗体は事前に COS-1 細胞で染色実験を
行い、適切な希釈濃度を決定した。 
 
2.3 蛍光免疫染色 
遺伝子を発現させた細胞を 4% paraformaldehyde (PFA) の 20 分間処理で
固定した。固定した細胞は 0.1% saponin と 3% bovine serum albumin を含む
phosphate-buffered saline (PBS) で 30 分間処理し、室温で上記一次抗体と 60
分間反応させ、0.1% saponin-PBS で洗った後、適切な二次抗体と 60 分間反
応させ目的タンパク質を標識した。反応後カバーガラスに退色防止剤
antifade をのせスライドガラスに接着させ、退光を避けるためサンプル作製
から 1～2 日以内に、共焦点レーザー顕微鏡 (Fluoview FV500, Olympus, 
Tokyo) の 60 倍水浸対物レンズを用いて観察を行った。取得した顕微鏡画
像から、画像解析ソフト Image J  (National Institutes of Health, Bethesda, USA) 
を使ってピアソンの相関係数を算出した (16)。 
 
2.4 タンパク質の経時的局在変化の観察のためのプロトコル 
COS-1 細胞に遺伝子導入し 37℃で 6 時間培養して Lyn を発現させた後、
19℃に移し培養した。19℃の低温下ではゴルジ体から細胞膜への小胞輸送
が抑制されるため、タンパク質をゴルジ体に貯留させることができる (6, 7)。
2 時間後、細胞を 37℃での培養に戻し、19℃処理でゴルジ体に貯留させた
タンパク質の輸送を一斉に再開させた。以前に当研究室は、fluorescence 
recovery after photobleaching (FRAP) の実験で、Lyn が新規合成されゴルジ体
に集積して観察されるまで 10 分かからなかったことを報告した (4)。この
ことから、37℃の培養に戻すときに 200 µg/mL の cycloheximide (CHX) を
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培養液に添加しタンパク質の新規合成を阻害することで、19℃処理でゴル
ジ体に集積させたタンパク質の動きのみを観察できるようにした (17, 18)。
図 4 にプロトコルとタンパク質の局在を観察したときのイメージ図を示す。 
 
 
 
 
同 FRAP の実験で、Lyn が 30～40 分程度でゴルジ体から細胞膜へ移動して
いたため (4)、37℃培養に戻してから 0 分、15 分、30 分、60 分のように経
時的に細胞をそれぞれ PFA 固定し、免疫染色を行い、共焦点レーザー顕微
鏡で観察した。 
 
 2.5 タンニン酸処理 
 遺伝子導入した細胞を 37℃で 7 時間培養した後、200 µg/mL の CHX を
添加し 19℃に移して 2 時間培養した。タンパク質の新規合成を阻害し、
19℃処理でゴルジ体に集積させたタンパク質の小胞だけを観察できるよう
にした。0.5%タンニン酸を含む培養液に換え、32℃で 1 時間細胞を培養し、
輸送小胞の細胞膜への融合を阻害することで輸送小胞を可視化した (7, 19)。
細胞を PFA 固定して標的タンパク質を免疫染色し、共焦点レーザー顕微鏡
で観察を行った。 
  
図 4. プロトコル及びタンパク質の局在観察イメージ 
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3. 研究結果 
 
 3.1 Lyn とゴルジ体マーカータンパク質の局在の比較 
いくつかのゴルジ体マーカータンパク質と Lyn の局在を比較した。COS-
1 細胞に Lyn を発現させ、必要に応じて低温処理を行った後、免疫染色を
行い目的タンパク質を可視化した。共焦点レーザー顕微鏡で観察し、共局
在の度合いを知るために、得られた顕微鏡画像からピアソンの相関係数を
算出した。R 値が 1 に近いほどよく共局在していることを示している。 
 
まず、cis-Golgi のマーカータンパク質である giantin と cis-Golgi matrix 
protein (GM) 130 を用いた。giantin は小胞体とゴルジ体間の小胞輸送やゴル
ジ体の構造保持に関与するタンパク質であり、Lyn とよく似た染色像を示
し、R 値が 0.63 と共局在を示した（発表論文 Fig. 1A 上段）。しかし、ゴル
ジ体の保持に機能する GM130 は Lyn と大きく異なる染色像が観察され、R
値は-0.37であり共局在しなかった（発表論文Fig. 1A下段）。このことから、
Lyn は cis-Golgi のなかで GM130 よりも、giantin の局在する膜に存在する
ことが示された。 
 
次に、trans-Golgi に局在を示す trans-Golgi network protein (TGN) 46 や
cation-independent mannose-6-phosphate receptor (CI-MPR) と Lyn の局在を比
較した。TGN46 と CI-MPR は動いている分子であるため、ゴルジ体での局
在を観察しやすくするため低温処理を行った。ゴルジ体と細胞膜との間を
行き来する TGN46 は Lyn と染色像が近く、R 値は 0.64 であり共局在を示
した（発表論文 Fig. 1B 上段）。一方、リソソーム酵素の輸送に関与し、リ
ソソームとゴルジ体間を行き来する CI-MPR (18) はゴルジ体の染色像が
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Lyn と異なり、R 値は-0.00 と低く、共局在しなかった（発表論文 Fig. 1B 下
段）。この結果から、Lyn が trans-Golgi のなかで CI-MPR ではなく TGN46
の局在する膜に存在することが示唆された。 
 
以前に当研究室は、Lyn がゴルジ体において caveolin と共局在を示すこ
とを報告している (4, 9)。caveolin は膜ドメインの caveolae を構成する分子
であり、小胞体で合成され、ゴルジ体を経由した後分泌経路を通り細胞膜
へと輸送される分泌型のタンパク質である (20)。本研究でもLynと caveolin
は非常に似たゴルジ体の染色像を示し、R 値も 0.81 と高くよく共局在して
いた（発表論文 Fig.1C）。そこで、Lyn が局在するゴルジ膜を更に詳しく決
定づけるため、caveolin を指標とし、Lyn と共局在を示したゴルジ体マーカ
ータンパク質の局在を比較した。caveolin と giantin はよく似た染色像を示
し、R 値は 0.67 であり共局在したが（発表論文 Fig. 1D 上段）、caveolin と
TGN46 はまったく異なる染色像が観察され、R 値も-0.16 と低く局在が一致
しなかった（発表論文 Fig. 1D 下段）。 
 
発表論文 Fig. 1E にそれぞれのサンプルから算出した R 値をプロットし、
t 検定を行った結果を示した。これらの結果から、caveolin や giantin の局在
するゴルジ膜と TGN46 の局在するゴルジ膜は異なる場所であることが示
された。つまり、Lyn はゴルジ体のなかで均一に存在しているのではなく、
異なる 2 か所の膜、caveolin と giantin が局在する cis-Golgi 及び TGN46 が
局在する trans-Golgi の両者に分布していることが明らかとなった。 
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 3.2 Lyn とゴルジ体局在タンパク質の brefeldin A (BFA) 抵抗性の違い 
 続いて、Lyn の BFA 抵抗性を各ゴルジ体マーカータンパク質と比較し
た。BFA は真菌代謝物であり、ゴルジ体の構造を破壊し機能を阻害する試
薬である。BFA によって小胞を覆うコートタンパク質のリクルートが阻害
されると、ゴルジ体は形状を保持できなくなり、BFA 処理下でゴルジ体局
在のタンパク質を染色すると局在が飛散したり小胞体に吸収されたように
観察される。しかし、trans-Golgi network は網目構造であり、ゴルジ槽に
比較して BFA 抵抗性が高く、trans-Golgi network に局在するタンパク質は
BFA 処理下でも比較的長くゴルジ体に局在する様子を観察できる (21, 
22)。trans-Golgi 槽というよりは trans-Golgi network に分布する TGN46 が
Lyn と共局在を示したこと（発表論文 Fig. 1B）から、Lyn が trans-Golgi 
network に分布するかを調べた。 
 
5 µg/mL の BFA を 60 分間処理すると、Lyn の局在は飛散し核近傍にはほ
とんど見えなくなる (4)。そこで、BFA の濃度と処理時間を調節し、3.5 
µg/mL の BFA を 5～10 分間処理したところ、Lyn を一部核近傍に残すこと
ができた。このとき、trans-Golgi のマーカーである trans-Golgi protein [β-1, 
4-galactosyltransferase] (GalT) の局在は飛散し顕微鏡下ではほとんど検出で
きなかった（発表論文 Fig. 2A）。一方、TGN46 は 5 分間の BFA 処理では局
在に変化がなく、核近傍に残した Lyn は一部 TGN46 と共局在していた（発
表論文 Fig. 2B）。caveolin と giantin はゴルジ体で Lyn と共局在を示した（発
表論文 Fig. 1A, B）にも関わらず、5 分間の BFA 処理で局在が飛散し、核近
傍には残らず、Lyn とはまったく共局在しなかった（発表論文 Fig. 2C）。こ
のことから、Lyn の一部はゴルジ槽だけでなく trans-Golgi network にも分布
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すると考えられる。 
 
caveolin も trans-Golgi network を通ると考えられているが、以上の結果か
ら、Lyn は caveolin よりも高い BFA 抵抗性を有し、比較的長く trans-Golgi 
network に留まると推察される。 
 
 3.3 Lyn のゴルジ体内における局在の経時変化 
 trans-Golgi network はタンパク質を選別し輸送小胞に振り分け、細胞膜へ
向けて輸送させる出発地点である (23, 24)。Lyn のゴルジ体からの排出を観
察するため、Lyn のゴルジ体からの輸送を同調した。細胞を 19℃で 2 時間
培養し、ゴルジ体から細胞膜へのタンパク質輸送を抑制した後、37℃に戻
して一斉に輸送を再開させた。37℃に戻すと同時に培養液にタンパク質合
成阻害剤である CHX を添加し、19℃処理でゴルジ体に蓄積させた Lyn の
動きだけを観察できるようにした（発表論文 Fig. 3A）。 
 
リリースからの時間経過に従い Lyn のゴルジ体局在は減少し、ゴルジ体
から細胞膜へと移動していると思われた（発表論文 Fig. 3B）。Giantin と
TGN46 は時間経過による局在変化は特に見られなかった。37℃に戻してか
ら 0 分、15 分、30 分、60 分間培養した後に細胞を固定して比較したが、
Lyn の局在が giantin もしくは TGN46 のどちらかに大きく偏る時点はなか
った。60 分後には、Lyn は giantin からも TGN46 からも離れてまったく異
なる染色像を示し、giantin や TGN46 のつくる染色像の内側に観察された
（発表論文 Fig. 3B）。COS-1 細胞では、ゴルジ体マーカータンパク質の形
成する染色像はゴルジリングと呼ばれており、その内側にリサイクリング
エンドソームが存在すると報告されている (25)。リサイクリングエンドソ
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ームは細胞外の物質を取り込み一旦貯留し、細胞膜へ戻すために働くオル
ガネラであるが、エキソサイトーシスの経路にも関与すると考えられてい
る (26)。リサイクリングエンドソームには Rab11 低分子量 GTPase が局在
し機能を担っている (27)。以前に当研究室は Rab11 の不活性型を細胞に過
剰発現させると Lyn の輸送が抑制されることを報告した (6, 16)。これらの
結果から、Lyn が giantin もしくは TGN46 の存在するゴルジ膜から細胞膜
へ輸送される間に、リサイクリングエンドソームを通る可能性があると示
唆された。 
  
更に、同一の方法を使って Lyn と caveolin の動きを比較した。図 5 に各
時間における各タンパク質のゴルジ体の染色像を抜き出して示している。
図 5. caveolin と Lyn の経時的ゴルジ体内局在変化 
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caveolin も Lyn と同様に時間経過に従ってゴルジ体局在が減少したが、Lyn
のようにゴルジリングの内側への局在は観察されなかった。このことから、
Lyn は caveolin と輸送経路が異なると考えられる。 
 
 3.4 Lyn と分泌型タンパク質の輸送小胞の比較 
Lyn と caveolin の輸送経路を比較するため、輸送小胞を観察した。ゴルジ
体で TGN46 と共局在すると報告されており、分泌経路を通る p75 受容体 
(13) を指標として同時に比較した。COS-1 細胞に Lyn と p75 を発現させ、
タンニン酸処理を行い輸送小胞の細胞膜への融合を阻害することで輸送小
胞を可視化した。Lyn を含む輸送小胞は caveolin も p75 も含んでおらず、
ゴルジ体では近い位置に存在するにも関わらず、三者はそれぞれ別の輸送
小胞に含まれていた（発表論文 Fig. 3C）。これらの結果から、Lyn、caveolin、
p75 はそれぞれが異なる輸送経路に乗って細胞膜へ輸送されることが示唆
された。 
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4. 考察 
 
 4.1 Lyn の細胞内輸送経路について 
 ゴルジ体を構成する cis-、medial-、trans-Golgi 槽は一様でなく、各タンパ
ク質がそれぞれ集まってコンパートメントを作っており、本研究の結果か
ら、Lyn もゴルジ体内で均一に存在するのではなく、caveolin と giantin の局
在する cis-Golgi槽とTGN46の局在する trans-Golgi networkの性質の異なる
2 か所の膜上に分布することが新たに明らかになった。Lyn の細胞内輸送を
caveolin と比較した結果を図 6 に示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 6. Lyn の細胞内輸送経路 
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Lyn は細胞質で合成された後、ゴルジ体の caveolin、giantin の局在する cis-
Golgi 槽、ないし TGN46 の局在する trans-Golgi network、もしくはこの両者
を経由して細胞膜へ輸送される。また、ゴルジ体を出た後にリサイクリン
グエンドソームを経由する可能性を示した。 
 
 一般的に分泌型タンパク質はゴルジ体を cis 側から trans 側へ移動すると
考えられているが、ゴルジ体でのタンパク質の動きについては現在も議論
の続くところである。今回、ゴルジ体内での Lyn の動きを明らかにすべく
温度処理とリリースの実験を行ったが、Lyn が cis 側または trans 側に大き
く偏る時点は観察されず、算出した R 値を比較しても判然としなかった。
ゴルジ体からタンパク質が排出されるにあたり、必ずしも trans-Golgi 
network からではなく、各ゴルジ槽からも輸送小胞が排出されるのではない
かとの考え方もある (28)。また、Lyn はパルミチン酸付加を受ける分子で
あり、これは翻訳後修飾で可逆的な反応である。パルミチン酸転移酵素は
ゴルジ体上にも存在すると考えられており、Lyn がパルミチン酸転移酵素
に引き寄せられてゴルジ体に局在したり離れたりを繰り返している可能性
も十分に考えられ、Lyn が細胞内をどのように動いているのかを知るため
には更なる研究が必要である。 
 
 更に、Lyn が caveolin や p75 と異なる輸送経路を辿る可能性を示した。
当研究室は以前に、Lyn がゴルジ体から排出されるにはキナーゼドメイン
と acyl-CoA synthetase long-chain family member 3 (ACSL3)との結合が必要であ
るが、vesicular stomatitis virus glycoprotein (VSV-G) の輸送には ACSL3 が関
与しないことを見出した (7)。VSV-G は TGN46 と共局在すると報告され 
(18)、更にゴルジ体からリサイクリングエンドソームを経由し細胞膜へ輸送
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されるが (26)、p75 と同様に Lyn とは異なる輸送経路を通ると思われる。
ゴルジ体上で同じ領域に局在を示していてもその先の輸送経路が異なるこ
とは、輸送小胞の形成のための何らかの目印になるシグナル配列のような
タンパク質上の構造や、輸送される先の目的地が同じである分子がまとめ
て運ばれる機構などの存在が働いていると考えられる。 
 
 当研究室ではこれまでにも Lyn と caveolin の局在を比較しており、ゴル
ジ体で Lyn と caveolin が共局在するにも関わらず細胞膜上では局在が異な
ることから、どこかで輸送経路が分かれると考えてきた。ゴルジ体の
caveolin が集積する場所に Lyn が局在するには、活性は無関係だがキナー
ゼドメインが必要である (9)。THP-1 細胞のように caveolin が発現していな
くとも Lyn がゴルジ体に局在することや、Lyn と caveolin が直接結合でき
そうな場所がないことから、Lyn のゴルジ体への局在に必ずしも caveolin が
必要なのではない (9)。今回示した Lyn と caveolin の BFA 抵抗性が異なる
ことやゴルジ体から先の輸送に違いがあることを考慮すると、Lyn と
caveolin が互いの輸送に役割を担うとは考えにくく、Lyn は細胞内輸送の過
程で一時的に caveolin と局在を共にするのではないかと推察される。 
 
 細胞内輸送経路は非常に多くの分子が関与する複雑な機構である。特に
エキソサイトーシスは外から物質を取り込むエンドサイトーシスと比較し
て観察しづらく、解明されていない部分が多く残っている。タンパク質は
細胞内を素早く動き回っており、その動きを捉えることは難しく、ゴルジ
体のように構造が入り組んだオルガネラを観察することも簡単ではない。
また、Lyn のように細胞質で生合成され、膜貫通構造を持たないタンパク
質の輸送経路の解析はほとんど進んでいない。本研究が Lyn のような細胞
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質タンパク質の輸送経路の解明の一助となり、今後の解析が一層進むこと
を期待する。 
 
 4.2 Lyn のゴルジ体での機能について 
 タンパク質が正しく機能するためには正しい局在が必要である。タンパ
ク質の細胞内局在や輸送経路を解析することは、機能解析につながる。当
研究室では、酸化ストレス下において、ゴルジ体の annexinⅡが Lyn にリン
酸化され、ゴルジ体から小胞体へ逆行輸送されることを報告してきた (5)。
Lyn がゴルジ体で性質の異なる 2 か所の膜に局在すること、比較的長くゴ
ルジ体に留まること、ゴルジ体でもシグナル伝達が活発に行われていると
考えられていること (29) から、Lyn がゴルジ体に基質を持ち、何らかのシ
グナル伝達を担うことは十分に考えられる。 
 
 また、Lyn が trans-Golgi network に局在を示したことから、タンパク質の
輸送に関与する可能性もある。TGN46 の機能は明らかではないが、自身が
ゴルジ体と細胞膜を行き来しており、TGN46 と共局在する Lyn がその輸送
に関与することも考えられる。 
 
 ゴルジ体での Lyn の局在を詳しく解析することで Lyn の新たな機能解析
につなげたい。 
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